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KmiCNIA DESCRIPTIVA 

para so l í  ci ta i
P A T E N T E  D E  I N V E N C I O N

Mi
E S P A Ñ A  

p e r VEINTE enea

a  nombre de MERCK & 00., INC., entidad ñorteamericana, 
establecida en 126 Baat Lincoln Avenas, BaRway, Naeva 
Je rsey , Estados unidos de América, per:

"UN PROCEDIMIENTO PARA RECUPERAR VITAMINA B^g DESUS 

' SOLUCIONES ACUOSAS".

- 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -

E sta so lic itad  se r e lia re  a l a  vitamina B¡̂ g 
y mas particularmente a  complejos de s a l  m etálica y vitamina 
B^g y a an métedo de a t i l i s a r  esto s predaotos para recaperar
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vitamina B^g de ooReentradoa que contienen impurezas aso­

cia daa.
De acuerdo con e l presente invento, un com­

plejo  de cianuro metalice y vitamina es precipitado 

desde ana solución acuosa qne contiene v itami na B^g, siendo 

el cianuro metalice cianuro de cobre, de cobalto, de níquel, 
de zinc o de p la ta .

l a  vitamina B^g qne terapéuticamente ee l a  
sustancia más potente que se baya descubierto, se  obtiene 
comeroialmsnte desde caldca de fermentación de lo s  cueles 
se a í s la  en cantidades extremadamente pequeñas. Desgracia­
damente, el procedimiento de recuperar -vitamina B^g se 
complica por la  presencia de diversas su stan cias contaminan­
te s que, debido a sos c a rac te r ís tic a s  sim ilares de solubi­
lid ad , son d i f íc i le s  de separar de l a  vitamina, por consi­
guiente, se  ha considerado anteriormente necesario some­
ter un concentrado que contiene vitamina B^g a  un procedi­
miento de purificación  cromatográfioa sobre un adsorbente 
ta l como alumina activada o carbón vegetal activado para 
separar e sta s impurezas y recuperar l a  vitamina B^g* sin  
embargo, ta le s  procedimientos son d i f íc i le s  de rea lizar  en 
gran eecala y , por consiguiente, es mu d e se ab le  encontrar 

un medio de ev itar lo a  procedimientos croma te g ré ii co s .
ESL presente invento se  refiere  a c ierto s 

complejos de sal m etálica y vitamina B^g, a métodos de 
preparar estos productos y a un procedimiento para u t i l i ­
zar estos complejos como medio de separar vitamina B^g



1 9 9 4 9 8

do imparezas aaooiadas,

Un objeto del invento e a e l  de orear nuevas 
oo mpo a i clone s de materia que comprenden complejos in so la- 
ble a en agua de sa i de metal pesado que contienan vitamina 

Otro objeto es e l ae crear un procedimiento por al 
onal estos nuevos complejos que contienen vitamina B^g 

pueden ser obtenidos# Otro objeto os e l de crear un proce­
dimiento por el cual la s  nuevas compe s i  cieñe s  del invento 
pueden u tiliz a r se  para sopar ene vitamina B^g Ae la s  impure­
zas asociadas con e l la  en concentrados de l a  vitamina# ta l  
como lo s  obtenidos de caldos da fermenta don*

De acuerdo con e l Invento# se ha comprobado 
que cuando c ie rta s  s a le s  in selubles en agua de metales 

pesados se forman en una solución acuosa que contiene v ita ­
mina B^g, l a  vitamina B^g ea precipitada con l a  cal m etálica 
Batas sa le s  me ta l i  cas precipitadas que contienen vitamina 
Big parecen tener l a  naturaleza de complejos en lo s  cuales 
l a  vitamina e sta  combinada con l a  s a l  m etálica en algún 
modo que no se comprende por complejo en l a  actualidad#
El producto del complejo insoluble se  separa de l a  solución 
por operaciones convencionales ta lo s  como filtra c ió n  o 
centrifugación# Del producto a s í  a is lad o , l a  vitamina B^g 
se recupera luego fácilmente per métodos que luego ae des­
criben en detalle#

De acuerdo con una realización  esp ec ífica  
del invento# hemos comprobado que estos complejos insolu­
b le s  de se l m etálica y vitamina B^g proporcionan un medio
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conveniente y sen cillo  para recuperar vitamina B^g de con­
centrados de l a  misma en lo s  coalas hay diversas impar esas 
asociadas con dicha vitamina. A sí, disolviendo an concentra­
do qae contiene vitamina B^g en agaa y precipitando qn^ sa l  
de metal posado en e l la ,  l a  vitamina e s precipitada con l a  
sa l y l a  masa de la s  impar ezaa asociadas permanece en so la ­
clen. 31 procedimiento de e s te  invente crea por tanto an 

medio conveniente y simple do p a r ific a r  concentrados qae 
contienen vitamina B^g y de a i s la r  este  importante prodnctc.

Bn general, hemos oomprebade que l a s  s a le s  
In so lad les en agaa de lo s  metales pesados ta le s  como lo s  
dañaros de cobre, cobalto, n íq c d , cine y p la ta , lo s  t io -  
oianatos de cobre y de p la ta , lo s  yodaros de p la ta  y do 
plomo, y e l bromare, triyodare y oianate de p la ta , son o ti­
le s  para l a  realización  del procedimiento del invento. Sn 
l a  p rác tica , él procedimiento se efectúa precipitando ee- 
tas s a le s  de metale s pesados en ana solacien  a cuosa que con­
tiene vitamina B^g, precipitando a s í  a l  mismo tiempo l a  
vitamina y l a  sa l  m etálica in selnble . Per ejemplo, an con­
centrado imparo que contiene ana pequeña cantidad de vitami­
na B^g se disuelve en agaa, y se  añaden a e l la  ana sa l acuo­
so 1 oble del metal pesado, y ana sa l  acaosolable del anión 
deseado, determinando l a  precipitación  de la  s a l  de metal 
pesado que contiene l a  vitamina B^g oc-precipitada. 31 pro­
ducto precipitado se  r e t ir a  de l a  ee lad án  y l a  vitamina 
B^g se  a ís la  de este producto por métodos que se descri­
ben laegc con más d e ta lle .
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Da acuerne con una realización  preterida 
del invento, hemos comprobado que loa cianuros de metales 
pesados son particularmente ú t i le s  en e l procedimiento del 
invento. E l nao de e sta s  sa le s  in so l ables permite l a  reou- 

g peracicn de, virtaalm ente, toda l a  vitamina B^g. Además, 
l a  vitamina B^g es a is lad a  oon fac ilid ad  de lo s  cianuros 
de metal pesado precipitados. Aún cuando se  obtienen resu l­

tados sa t is fa c to r io s  con todos lo s  cianuros de metales pé­
sanos entes mencionados, hemos comprobado que e l uso de 

10 oianures de oobre y de cinc os particularmente ventajoso.

Al efectuar e l aislam iento de l a  vitamina B^g de concentra­
dos por medio del complejo de cianuro de oobre, al concen­
trado ae disuelve en agua a l a  cual se  añade luego una fuen­
te de iones de oobre y cianuro que dan como resultado l a  

IB formación y precipitación  del complejo de cianuro da cobre 
y vitamina En l a  práctica r e a l , encontramos que l a  
vitamina B^g se p recip ita  del modo más completo cuando es 
empleado un gran exceso de cianuro de cobre. La cantidad 
óptica de cianuro de cobre a añadix dependerá, por supuesto, 

^0 de l a  concsntracion y pureza de la  solución desde l a  cual 
ha de recuperarse l a  vitamina B^g. En general, encontramos 
que cuando l a  concentración de vitamina B^g es muy b a ja , 
por ejemplo, de 1% o manos, e s deseable añadir un exceso 
Re varios cientos ue ve osa de iones de cobre y cianuro por 

S3 mol de vitamina Big. Oen concentrado a que contienen oomo 

8% de vitamina B^g, se añade una cantidad su fic ien te  de 
iones de cobre y cianuro a l a  solución para formar como
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150 moles As cianuro eúprioe por mol As vitamina Bqg.
Además, a f in  de asegurar una recuperación óptima de o ita- 
mina B^g, encontramos que es ceseable tener un exceso Ae 
iones Ae cobre en l a  solución acuosa, con preferencia un 

6 exceso Ae aproximadamente 100%.
El contenido máximo Ae vitamina Ae un 

concentrado puede determinarse convenientemente midiendo
g

l a  densidad óptica de una muestra empleando luz de 5500 A 
de longitud de onda que e s  una de la s  crestas caracterfs- 

10 t i  oas de absorción para l a  vitamina B^g pura, y comparan­
do e l valor obtenido con l a  densidad óptica As l a  vitami­
na B^g para (E ^  a& ** 63), E l val or a s í  obtenido se con­
v ie rte  en un valor molecular empleando 1350 como peso mo­

lecu lar aproximado de l a  vitamina B^g.

15 Al llev ar  a l a  práctica el procedimiento
de e sta  realización  del invento, puede emplearse cualquier 
fuente conveniente de iones Ae cobre y cianuro. En general, 
encontramos de l a  máxima conveniencia asar un cianuro de 
metal a lcalin o  como fuente de iones de cianuro y "ns sa l  

20 de oobre soluble ta l como su lfato  de oobre como fuente de lo s  
iones de cobre, pueden u ti liz a r se  o tra s fuentes da estos 
iones que serán evidentes a lo s  técnicos.

l a  vitamina B^g puede recuperarse del com­
p le jo  precipitado de cianuro de cobre y vitamina B^g por 

26 cualquiera de varios métodos convenientes. Uno de ta le s  
procedimientos comprende añadir ana solución acuosa que 

contiene iones de cianuro en cantidad su fic ien te  para di-

6
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solved todo e l  complejo de cianuro de cobre. La vitamina 
B¡ig ee separa luego de sa ta  solución por extracción con 

un disolvente orgánico inm iscible, en el cual e l  complejo 
de cianuro y vitamina B^g tornado sea fácilmente soluble, 
ta l  como batanol, alcohol ben cílico , una mezcla de cresol 
y tetraelorurc de carbono, y sim ilares. Otro procedimien­
to de separar l a  vitamina B^g del producto precipitado com­
prende poner en íntimo contacto e l precipitado con un ácido 
acuoso, ta l como una solución de ácido acético o ácido clor­
hídrico. Batas soluciones acidas disuelven l a  vitamina B^g 
que pueden luego a is la r se  desde l a  solución ac id ificad a  
per extracción con un disolvente orgánico inm iscible del 
tipo antes mencionado, alternativamente, l a  vitamina B^g 
puede recuperarse desde e l complejo de dañare de cobre y 
vitamina B^g por extraocién directa con un disolvente orgá­
nica conveniente, ta l  como ace so l o alcohol ben cílico . La 

vitamina B^g es recuperada entonces de loa  extractos resu l­
tan tes en disolvente por procedimientos convencionales.

Cuando l a  vitamina B ^  recuperada d e l comple­
jo precipitado de cianuro de oobre y vitamina B^g contiene 

todavía una cantidad considerable da impurezas, como puede 
ocurrir ocando e l concentrado de partida es muy impuro, pue­
de ser deseable someter e l producto recuperado a un segun­
do proceso de purificación  por precipitación  de la  vitami­
na B^g como complejo con cianuro de cobre, de nuevo.

Bn una forma sim ilar, pueden u tiliz a r se  loe 
cianuros de cinc, cobalto, níquel y p la ta , en lugar de lo s
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cianuros de cobre, para efectuar e l aislam iento &e vitami­
na B^g desde concentrados de l a  míame,

Hoe ejemplos sigu ientes se presentan para 
i lu s tr a r  realizaciones esp ec íficas del invento,

5 Bjemplo 1
Un concentrado sállete de vitamina B^g que 

pesaba 1 ,3  g rs . y que contenía 155 mgrs,/H,9%) de v ita ­
mina B^g p a t r ic ia l ,  se  d iaolviá en 100 a i s .  de agna. Bate 
concentrado de vitamina B^g se  obtuvo de un caldo de fer­

io mentación preparado por cultivo de una cepa de 3, g r í s eos, 
A e sta  tMlucián se  añadieren 31 m is, de una solucián  acuo­
sa  de cianuro sádico y 31 mls.de una solucián acuosa 
2H de sulfato cúprico. Se formo inmediatamente un precipi­
tado del complejo de cianuro de cobre-vitamina B^g.

18 El precipitado se separó por f i lt r a c ió n ,
se lavó con 30 mía, de agua, y luego se lavó con 100 mis, 
de ácido a cónico acuoso a l  16%, 31 precipitado se extrac­
tó con un to ta l de 400 mis, de ácido acético acuoso 60% 
(puede emplearse un volumen mayor de ácido más d ilu id o ),

80 lo s  extractos se diluyeron luego con 1.100 mis. de agua. 
Bata solucián se extractá con 660 m is. de una mezcla e l  
1 :1  de cresol y te trad eru re  de carbono. Al extracto en 
e l disolvente se le  añadiá 1 volumen de acetona y 3 ve­
lámenes de é te r , se formó un precipitado y se  re t irá  por 

26 f i lt r a c ió n . ESL precipitado se d ise lv iá  en 130 míe. de me­
tan o !, y se añadieron 1.000 míe. de é te r . Se formó un pre­
cipitado y se separá por f i l t r a o iá n . El precipitado pesá

8 -
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360 mgrs. y resa lto  contener 140 mgrs* (36,8%) 6$ vitami­
na B^g potencial.

lo s  38o mgrs* da precipitado ae disolvieron 
en 100 mía. de agua y se añadieron 38 a la .  de solución 

g acuosa 2H de cianuro sodico y 38 mía. de solución acuosa 
2M de su lfato  cúprico* se formo un precipitado, ae lavé 

con 30 mía* de agua y ae lavo luego con 80 mía* do ácido 
acético  acuoso a l 18%, g i precipitado ae extracto con un 

to ta l de 300 mía. de ácido acetioo acoceo a l  60% y luego 
10 se lavo ooqlSO mis. de agua, lo e  extractos y l a s  lavaduras 

se diluyeron luego a 1.000 mis* con agua* E sta  solución 
ae extracto con Boo mis. de mezcla a l 1 :1  de creso l y 
te tr a d o r  uro de carbono* d  extracte se  le  añadieron 1 volu­
men de acetona y 3 volúmenes de é te r . se formo un p re d p i-  

16 tado, se re t iro , y se disolvió en 17o mis. de metanol y
se  añadieron 1*700 m is. de é te r . se formé un precipitado y 
se  re tiro  por f iltra c ió n * El precipitado pesó 847 mgrs. y 
resulto contener 130 mgrs. (68,7%) de vitamina B^g poten­
c ia l .

20 El precipitado de 847 mgrs. se d isolvió  en
0,3 mis. a.e agua, l a  solución se dejo reposar curante l a  
noche* lo s  c r is ta le s  que se formaron se retiraron  por 
f i l t r a  edén y se lavaron con 0,5 m is. de agua f r ía  (o se ).
El f iltrad o  y l a  lavadura resu ltaren  contener 84 mgrs.

26 de vitamina B^g potencial* lo a  c r is ta le s  se disolvieron
en 9,6 mis* de agua, y l a  solucién se diluyo con 110 mis. 
de acetona* Jg. en friar a ORO, y dejar reposar, se  formaron

- 9 -
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c r is ta le s .  Los c r is ta le s  se retiraron  por f iltra c ió n  y 
se  secaron. Dos c r is ta le s  pesaron 103,3 mgrs. y eran v i­
tamina B^g con ana pureza de 95-98%. 
tem plo 2.

A 100 mis. de un concentrad a cao so ¿Le B-̂ g 
6 obtenido por e l procedimiento de reoaperar vitamina BL  ̂ de 

caldo de fermentación de S. g r íse a s  y qae contenga anos 
30-40 mgrs. de vitamina se añadieron ao m is. de solu­
ción acuosa de d o rare  de cinc y &o Mis. de solución 
acuosa IM ¿Le cianuro potásico , se formó inmediatamente 

10 an precipitado del complejo cianuro de ciño-vitamina B^g.

precipitado se separó por f ilt r a c ió n , 
se lavó con agaa, y se extra je  luego con 660 mis. de ácido 
clorhídrico acuoso 0 ,25H. Da solución ácida se extrajo 
sucesivamente con 132 mis. y 60 s i s .  de ana mezcla 1-1 

16 (an sistem a de tre s fa se s  líqu idas) de creso l y óter de
petróleo (30-603). Dos extractes en disolvente combinados 
se lavaron oon anos 600 m is. de agaa. A lo s  extractos 
se l e s  añadieron 190 mis. de agaa, y se  adicionaron 98 mis. 
de n-batanol, lo  cual combinó lo s  disolventes en ana fase 

20 y tra n sfir ió  e i  m aterial activo a l a  capa acuosa. Después 
¿Le separar l a s  dos fa se s , l a  fa se  disolvente se extractó 
v a r ia s  veces con agaa, dando an to ta l de 18o mis. to s  
extractos en agua se combinaron, se  concentraren a an pe­
queño velamen, y se  añadió acetona para precip itar e l  

36 m aterial activo . E l examen del precipitado indicó que se 
había efeotaade ana purificación  sustancial y que l a  v i­
tamina se  había recuperado con buen rendimiento.

10
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Ooncent^dos acuosos adicionales de vitami­
na B^g de lo s  tip o s descritos en lo s  ejemplos 1 y 2 se 
parificaron  empleando precipitaciones con cianuro oooalto- 

5 so , cianuro de níquel y cianuro de p la ta . En cada caso,
un cianaro acoeaolable, ta i como ciannro potásico , se  aña- 
dio primero a la  sola clon qae contenía l a  vitamina B^g, y 

laego se  añadió ana sa l acuosolable del metal empleado# 
ta l como an n itra to . Las cantidades de sa l m etálica y cianc­

lo  ro empleadas fueron del mismo orden qae l a s  mostradas en
lo s  ejemplos 1 y 2# Despees ce cada precipitación , v ir ta a l-  
mente l a  totalidad  de l a  vitamina B^g potencial se encontró 
había sido separada de l a  solución.

lo s  precipitados fueron retirados en cada 
16 caso por f i lt r a c ió n , empleando tie rra  de diatomáceas como

a u x ilia r  de l a  f ilt r a c ió n , á l  extractar l a s  tortas del f i l ­
tro con hidróxide amónico (se  empleó ana concentración 
1-6N), lo s  extractos resaltaren  contener virtnalmente toda 
la  vitamina potencial B^g en todos lo s  caeos. Las solaoio- 

20 nes a lca lin a s  se ajustaron a  pH 7 y laego se  extractaron 
con cresol-tetraclom ro de carbono y se precipitaron como 
se  ha descrito en e l  ejemplo 1. En cada caso ae había efec­
tuado ana pnriiieación  s ig n if ic a t iv a , comparable a  l a  obte­
nida por precipitación  del ocmplejo cianuro de ocbre-vitami- 

26 na B^g, ocn poca perdida aparente de vitamina B^g

En e l invento paeden hacerse diversos cambioe 
y medifi oaciones, del cual se han de corito en esta Memoria

- 11 -
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c ie rta s  retlizac ion es p re fe ría se , ain apartarse  de su 
alcance, nuestra intención es que ta le s  cambios y modifica­
ciones, en l a  medida en que quedan dentro del alcance de 
la s  reivindicaciones an e jas, se  interpreten como parte del 
invento.

Bata so lic itu d  que corresponde a l a  presenta­
da en lo s  Estados Unidos de America e l  8 de Septiembre de 
1950 baje e l número 183.909, se  acoge a lo s  beneficios del 
a r tíce lo  51 del vigente Estatuto sobre propiedad inda a e r ia l.

- O - N O T A - O -

le s  puntos de invenoiún propia y nneva qae 
se presentan para qae sean objeto de e sta  patente de inven­
ción en España, por VEINTE años, son lo s  sigu ien tes:

l e .  - El procedimiento qae comprende precipi­
tar  un complejo de cianuro metal ico-vitamina B^g de une so­
lución acuosa que contiene vitamina B^g, alendo dicho cianu­
ro metálico cianuro de cobre, cobalto, de níquel, de cinc 
o de p la ta .

ge. -  EL procedimiento según se  reiv ind ica 
en e l  punto 1 , en al cual l a  solución acacsa contiene im­
purezas*

3a. -  EL procedimiento según ae reivindica

12
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4

lo a  panto a 1 o 2, que incluye separar e l eosqlejo inso­
lub le  de cianuro metálico-vitamina B^g, y recuperan v ita ­
mina B^g del cósale jo .

4c. -  3¡a procedimiento aegnn ae reivindica 
en cualquiera de loa puntoe 1 a  3, en e l cual la  solución 

5 acuosa contiene un concentrado impuro de vitamina B^g.
5 s . -  EL procedimiento según ae reivindica 

en cualquiera de lo s  puntos 1 a  4 , en e l cual se  forma 
cianuro de cobre en l a  seluciún que contiene vitamina B^g 
precipitando con e llo  un complejo de cianuro de cóbre­

lo  vitamina B^g*

63. -  81 procedimiento según se reivindica 
en cualquiera de lo s  puntoe 1 a  4, en e l  cual se  forma 
cianuro de cinc en la  solueiún que contiene vitamina B^g 
precipitando con e llo  un complejo de cianuro de einc- 

16 vitamina B^g.

73. -  B& procedimiento según se  reivindica 
en cualquiera de lo s  puntos 1 a 6, en e l cual se recupera 
vitamina Bg_g en forma virtualmente pura.

8c. -  El procedimiento según se  reivindica 
20 en cualquiera de lo s  puntos 1 a 5 y 7, en e l cual se  pre­

c ip ita  un complejo de oiannro de cobre-vitamina B^g desda 
una solueiún acuosa da un concentrado que contiene vitami­
na B ig, se pone en intimo contacto e l  complejo precipitado 
con una solucián acida acuosa para extraer l a  vitamina 

25 B^g, se extrae dicha solucián acuosa acida oon un d iso l­

vente inm iscible con agua, y se recupera vitamina B^g del
disolvente inm iscible separado#

- 13 -
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9R. ** BOL procedimiento según ae reivindica 
cualquiera de lo s  puntos 1 a 4 , 6 y 7, en e l cual un 

complejo de cianuro de cino-vitamina &^g se p recip ita  des­
de una solución acuosa de un concentrado que contiene v ita ­
mina B^g, ae pone en íntimo contacto e l complejo precipi­
tado con una solución acida acuosa para extraer la  vitami­
na B^g, se extracta dicha solución acida acuosa con un d i­
solvente inm iscible con agua, y se recupera vitamina B^g 
del disolvente inmiscible separado#

10R. -  Un procedimiento para recuperar v i­
tamina B^gdeada soluciones acuosas#

Tal y como se  ha descrito en l a  Memoria que 
antecede y con lo s  riñes que se  han especificado#

Bala Memoria consta de catorce hojas e scri­

ta s  por ana so la  cara. ** 7$EP.H)b1
Madrid,

Hza&sn!
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